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論文内容の要旨
【背景】
海馬はエピソード、記憶の形成に関わっており、神経団路の可塑性メカニズムが長年研究されてき
た。海馬神経団路における記憶形成の基盤メカニズ、ムとして、シナプス伝達の長期増強 (LTP) およ
び長期抑制 (LTD) が挙げられる。海馬に限らず多くの神経細胞で、シナプス前細胞と後細胞の同期
した活動によって誘導される長期可塑性が報告されている。とりわけ spike-timing dependent 
plasticity (STDP) と呼ばれる可塑性現象が注目されており、入力の時間的パターンが可塑性の誘
導に重要であることを示している。
海馬 CA3 錐体細胞の形成するフィードパック回路は、記憶の関連する要素を連合する役割を担っ
ており、 CA3 錐体細胞に入力する異なるシナプス聞の相互作用によって入力のタイミング依存的な
可塑性が生じ、神経団路の組み換えが起こると考えられている。
近年、緑藻類由来の陽イオンチャネル channelrhodopsin2 (ChR2) あるいは古細菌由来のイオン
ポンプ Halorhodopsin (NpHR) や archearhodopsin (Arch • ArchT) を神経細胞に遺伝子導入すること
で、光によって神経活動を興奮・抑制させることが可能となった。光による刺激は空間解像度が高
く、複数の細胞を独立した時間的パターンで刺激可能であるので、神経団路可塑性の研究に最適で
あると考えられる。
【研究の目的I
CA3 神経団路におけるシナプス間の相互作用は、記憶形成の基盤となる現象であるが、そのメカ
ニズムはほとんどわかっていない。本研究では、 CA3 神経回路のシナプス問相互作用によって生じ
る可塑性のメカニズム解明を目的とした。
CA3 神経回路のシナプス間で生じる可塑性メカニズ、ムを明らかにするには、歯状回頼粒細胞およ
び CA3 錐体細胞を複数個所独立した時間的なパターンで、光刺激可能な新たな光刺激装置の開発が必
要で、あった。そこで多点独立の光照射を可能にする顕微鏡システムの開発を本研究第一の課題とし
た。
【実験方法】
1)多点独立光刺激システム MiLSS の構築
顕微鏡の落射照明システムに市販の DLP⑧ープロジェクターを搭載し、光は対物レンズを介して試
料表面に結像された。プロジェクターの光源には 630 nm、 520 nm、 460 nm の LED が搭載されており、
我々の開発したソフトウェアによって照射波長を選択して照射することが可能である。また照射す
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る光スポットサイズ、位置、照射のタイミングおよび光強度を複数カ所独立して設定可能である。
2) MiLSS の性能評価
神経細胞光刺激・光抑制の実験は、 Thy 1. 2-ChR2 トランスジェニックラットまたはシンドピスウ
イルスベクターによって ArchT を発現させたラットの海馬急性スライス標本を用いて行った。神経
活動はホールセルパッチクランプまたは細胞外電極により記録した。光電流は、形質転換により
ChR2 または ArchT を発現させた HEK293 細胞から、ホールセルパッチクランプにより記録した。
【結果】
MiLSS による光刺激の空間解像度を測定するため、海馬スライス標本の CAl 錐体細胞層でマルチ
ユニット記録を行い、独立して光刺激可能な 2 点聞の距離を解析したところ 77世間l で、あった。時
間解像度はプロジェクターの性能に制約されており、 MiLSS の最大光刺激頻度である 25 Hz まで追
随して神経細胞を発火させることが可能か実験を行った。結果、 CAl 錐体細胞は 25 Hz でも
90.4:t7.7 同の fidelity で発火したが、歯状回頼粒細胞では 33. 6:t7. 2 出の fidelity で、あった。
MiLSS の 3 種類の波長の光で ChR2 と ArchT を独立して活性化することが可能か、赤・緑・青の光
による光電流を比較した。その結果、 ChR2 は青色光で最も活性化され、 ArchT は緑色光で最も活性
化されたが、 ArchT の光電流は ChR2 より大幅に小さかった。光電流と光強度の関係を
Michaelis-Menten 式にフィッティングして解析したところ、 MiLSS の光強度で ChR2 は 67.6:t1. 7 出
活性化されたのに対し、 ArchT は 33. 7士9. 3 怖の活性化で、あった。
MiLSS では ArchT を十分に活性化できてはいなかったが、わずかな膜電位の変化でも神経活動を
操作できると考え、歯状回頼粒細胞の光刺激・光抑制の実験を行った。 ChR2 光刺激で闘値以下の脱
分極を起こすと、電流入力に対する発火の fidelity が向上した。一方、 ArchT 光抑制によりわずか
に過分極させることで、電流入力に対する発火の fidelity は低下した。
【考察】
我々の開発した MiLSS は、時間解像度と光強度が不十分ではあるが、多点独立刺激に十分な空間
解像度と多波長での光刺激・光抑制が可能であるとしづ優れた性能を有していた。プロジェクター
の変更などシステム改良により光強度を増加させることで、光刺激に対する発火の追随性や ArchT
光活性化の効率は改善すると考えられる。
本研究では MiLSS を神経回路可塑性の研究に用いるまでには至らなかったが、今後 MiLSS を活用
することで CA3 神経団路の可塑性メカニズムを明らかにしていきたい。
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論文審査結果の要旨
神経細胞の作るネットワークは、多対多の関係、である。海馬スライスなどを用いて、ネットワー
クの機能やその可塑性を研究するに当たり、光刺激により、従来の電気刺激に比べ、格段に高い
空間解像度をもって研究をおこなうことができる。とくに、チャネルロド、フ。シンやハロロドプシ
ンを用いたオプトジェネティクスにより、革新的な研究の展開が期待される。しかし、多点を並
列的に光刺激する装置が作られておらず、研究の進展を阻んでいた。本研究は、市販の DLP⑧方式
のプロジェクターを顕微鏡に組み込み、ソフトウェアにより多点並列的に光刺激するシステム
を、世界に先駆けて開発したものであり、脳神経科学に対して、大きく貢献するものである。本
研究においては、このシステムを、海馬のスライスを用いて、定量的に評価している。その結
果、ほぼ期待通りのパフォーマンスが認められている。本システムを駆使することにより、学位
申請者の目的とした海馬神経回路可塑性の研究が大きく進展することが期待される。博士課程
(後期)の期間において、システムの開発までにしか至らなかったことは残念ではあるが、研究
を構築するノウハウを学んだことは、学位申請者にとり、貴重な経験になったと思われる。ま
た、学位申請者は、平成 23年度の包括脳ネットワークの支援を受けたオプトジェネティクス講
習会の代表者を勤め、技術と知識の普及に貢献した。以上の所見は、学位申請者が自立して研究
活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって，酒井誠一郎
提出の論文は，博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。
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